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Introdução
O método das placas pode considerar-se um dos meios ma is impor­
tantes, para não dizer o único, que o bacteriologista tem à sua disposição 
para estudos quantitativos e que, ao mesmo tempo, permite fazer inves­
tigações qualitativas sobre uma considerável massa da população bacte- 
ri-ana do solo.
Contudo neste método as contagens referem-se apenas à microflora 
heterotrófica aeróbia e facultativa, e muito possivelmente só a parte 
dela. Isto é devido não só à imperfeita catolicidade dos melhores meios 
empregados como ainda à inter-aeção de muitos dos componentes da 
microflora. Assim para determinadas diluições a flora existente em 
i c. c. da diluição colocada na placa pode originar um número de 
colónias inferior ao real se no meio existirem organismos inibidores. 
Mesmo na ausência de organismos produtores de antibóticos há a con­
siderar os casos em que a acçao dos microorganismos estimuladores se 
não faz sentir, ou por ausência do organismo estimulante ou, no caso 
da sua presença, por afastamento tal dos organismos estimuláveis que 
os coloca fora da sua esfera de acção (caso das placas de fraca den­
sidade) .
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Não é, portanto, de estranhar na análise quantitativa que por efeito 
da falta ou presença de um ou mais estimuladores ou de inibidores, 
as contagens em placas repetidas apresentem com frequência dispersões 
fora dos limites normais da expectativa.
Quanto ao cálculo propriamente dito do número de microorga- 
nismos «cultiváveis», deve notar-se ainda que mesmo que os valores 
obtidos pela contagem das placas apresentem uma dispersão normal, 
estes valores dizem respeito à população em estudo, isto é, à população 
do frasco de diluição. Não é portanto lícito, em função somente do 
coeficiente da diluição, passar para o número de bactérias da amostra 
colhida no campo e muito menos para o número no próprio campo.
E necessário numa análise rigorosa introduzir em cada uma das 
suas fases um certo número de repetições de modo a permitir o cálculo 
estatístico do número provável de microorganismos existentes no talhão 
ou campo. Porque afinal todas as operações conducentes à preparação 
da diluição a aproveitar para a preparação das placas, constituem uma 
série de amostragens que, quando feitas sem repetições, tornam difícil 
ou impossível a análise estatística por falta de graus de liberdade.
Devemos ao Dr. O. Kempthorne, em parte, o conhecimento destes 
factos e o consequente interesse neste aspecto fundamental da contagem 
pelas placas.
Passámos então a planear experiências com o fim de determinar 
a origem das maiores variações no decurso da técnica empregada.
Foi durante estas experiências que tivemos conhecimento da série 
notabilíssima de trabalhos de James e Sutherland em colaboração com 
o matemático Goulden (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).
Nestes estudos o método de contagem pelas placas foi sistematica­
mente analisado nas suas causas de erro chegando-se à conclusão que. 
quando devidamente executado e interpretado estatisticamente, era um 
instrumento de grande sensibilidade.
Os autores estudaram em pormenor as fases do método em que 
entrasse a amostragem: preparação das placas, preparação das diluições, 
colheita de sub-amostras e de amostras no campo. Verificaram uue a 
variação derivada dos erros cometidos nas medições de volumes (frascos 
de diluição e pipetas) era insignificante em relação àquela proveniente 
das operações relativas à amostragem, contribuindo as amostragens de 
terra no campo e no laboratório para as maiores variações dentro do 
método.
Aconselham por isso o emprego de menor número de placas repe­
tidas e de maior número de diluições, sub-amostras, e amostras para
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que, determinadas estatisticamente as variações resultantes de cada uma 
destas fases, o método se torne utilizável na apreciação dos efeitos sobre 
a microflora de factores de campo tais como a humidade, a tempera­
tura, a planta em cultura, etc.
Mostraram ainda os autores que, pelo emprego de métodos esta­
tísticos, certos factores como a humidade e temperatura que podem 
encobrir por exemplo, a acção da planta sobre os microorganismos, 
podem eliminar-se sob a forma de «constantes», permitindo destacar 
esta última. Estudaram também as relações terra-água na diluição inicial 
concluindo que 1:50 era sujeito a menor variância que 1:10, e que 
entre 1:50 e 1:100 não havia diferenças significativas.
Dado o facto das populações em placas de diferentes diluições 
diferirem também qualitativamente e portanto de inter-acção diferente, 
aconselham o emprego de duas ou três diluições diferentes para as 
placas de contagem, pois observaram que o número de colónias de 
diluições diferentes não eram proporcionais aos seus coeficientes de 
diluição. Calcularam os referidos autores que os trabalhos com séries 
de diluições (tais como n, n/2, n/3) fornecem elementos que permitem 
reduzir o erro em 50 %. Mais tarde num estudo minucioso empregaram 
30 diluições diferentes que originariam teoricamente placas com 10. 
20, 30, 40,..., 300 colónias. Verificaram então que os vários níveis 
da população podiam reagir diferentemente a determinados factores 
de campo; isto pelo simples facto de os vários grupos de bactérias não 
existirem no solo em números iguais. Cada diluição (e consequente- 
mente o número de colónias na placa derivada ) dá-nos uma população 
diferente, e como é em função das observações das placas que se pro­
cura medir o efeito do factor em estudo, o emprego de uma única dilui­
ção pode deixá-lo passar desapercebido.
Quanto ao problema debatido dos y2 altos na contagem das bacté­
rias, James e Sutherland dizem tê-lo resolvido, para o seu caso parti­
cular, procedendo à análise dentro de 6 horas a contar da colheita da 
amostra no campo. As suas amostras conservadas no laboratório um 
ou mais dias mostraram distribuições de x2 cada vez mais afastadas da 
expectativa.
Em suma, o estudo feito por James e Sutherland é, sem dúvida, 
o mais importante que se tem efectuado neste campo e constitui um tra­
balho verdadeiramente monumental se o compararmos com quaisquer 
outros efectuados com o mesmo fim.
Dispensamo-nos duma revisão bibliográfica por se encontrar feita 
nos estudos de James e Sutherland e nos de Thornton (10) e Fisher,
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Thornton e Mackenzie (11). Contudo consultamos a maior parte da 
bibliografia por eles citada.
O plano do presente trabalho, derivado de factos observados 
durante trabalho anterior (12), orientado desde o início num rumo 
semelhante ao apontado por James e Sutherland, foi modificado ao 
tomar conhecimento dos seus trabalhos, a fim de explorar outros íacto- 
res que durante o nosso estágio em Rothamsted se nos afiguraram de 
interesse ma is imediato. Encontrando-nos a estudar as bactérias autócto­
nes pelo método de Loehhead, o assunto meios de cultura interessou-nos, 
em especial o dos meios pobres não selectivos. Seguindo o critério de 
estudar os iactores mais afastados do início da análise, concentramo-nos 
ma is sobre a preparação das placas e a observação detalhada destas. 
Tocamos, como se verá, em vários outros factores mas de forma tão 
ligeira que uma parte considerável do presente trabalho pode classifi­
car-se duma exploração do terreno no método das placas.
Material e Métodos
Material
No presente trabalho utilizaram-se amostras de Rothamsted, dos 
campos experimentais de Bamfield e de Broadbalk.
Do primeiro foram escolhidos os talhões 8-0, 1-0, e 4-A, corres­
pondentes respectivamente ao talhão testemunha, ao de adubação orgâ­
nica (estrume) e ao de adubação mineral (sulfato de amónio como 
fonte de azoto). Estes 3 talhões típicos foram designados respectiva­
mente por A, B e C. Do campo de Broadbalk, talhão 2 (estrumado), 
obteve-se apenas uma amostra.
Utilizaram-se também amostras colhidas na Tapada da Ajuda.
Métodos
Tratando-se de numerosos ensaios diferentes, a sua descrição e a 
forma como se procedeu encontram-se na secção Ensaios.
Nas experiências em que lidamos simultaneamente com várias 
amostras e sub-amostras, a ordem de trabalho, isto é, a ordem de pesa­
gem da terra, preparação de diluições e formação das placas, foi a indi­
cada em trabalho anterior (12). Tanto a colocação dos c.c. nas placas
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como a junção do, meio de cultura efectuou-se à cadência de 4 a 5 placas 
por minuto.
A incubação das placas foi efeetuada a 25" C.
Nas contagens entraram apenas colónias de bactérias e actinomi- 
cetas, ignorando-se para o efeito os fungos. As placas rejeitadas repre­
sentam apenas os casos extremos de intensidade invasora de fungos ou 
bactérias (mais de metade da placa). Nalguns casos descriminaram-se 
os actinomicetas, encontrando-se nos quadros representados pelos núme- 
íos entre parênteses.
Nos quadros substituiu-se a soma dos valores encontrados nas 
placas pela sua média aritmética arrredondada, encontrando-se o valor 
de/2 logo abaixo quando não representado em quadro à parte.
Os valores de /2 foram, em muitos casos, calculados a partir das 
médias arrredondadas. Nestes casos as unidades a descontar ou a acres­
centar foram sempre aos valores das placas próximas da média e nunca 
valores extremos. Achamos justificável este procedimento por ser perfei­
tamente aceitável um erro de algumas unidades na contagem de placas, 
especialmente nas muito densas,
Os meios de cultura utilizados foram os seguintes: agar de 
Thornton (10), agar de Topping (13), agar de extracto de terra (14), 
agar simples e agar de Waksman (15). Os meios de Topping e de 
de terra sofreram alterações, como vem indicado nos ensaios sobre as 
modificações da composição desses meios.
Ensaios
I — Scbre a técnica
1. Tentativa de análise da origem dos /2 altos
Em duas experiências que inicialmente visavam comparar amostras 
de tamanho diferente e o grau de uniformidade do talhão C, de Barnfield. 
foi este dividido em 4 partes iguais de 10 tnx 10 m e designados por 
Cu C2, C:; e C4.
Para o primeiro ensaio (Quadros I-A e 1-B) colheram-se de cada 
um dos talhões Cx e C2, três amostras (a, b, c) cada uma composta de 
6 sondagens, e três outras (d, e, f ) de 12 sondagens cada. Das amostras 
e e f de C2 (eliminou-se r/), tomaram-se duas sub-amostras no dia do 
ensaio e também aos 1, 2 e 5 dias depois da data da colheita a fim de
53 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
apreciar o efeito da secagem sobre o número de bactérias. Todas as 
sub-amostras foram diluídas a 1:100000 (5 g de terra em 45 c.c. de 
solução salina com 2 subsequentes passagens de 1 c.c. para 99 c.c.). 
Fizeram-se 8 placas repelidas para cada diluição final tendo sido as 
4 primeiras placas preparadas com os c.c. retirados separadamente do 
frasco de diluição e as outras com os 4 c.c. retirados duma só vez e 
colocados sucessivamente em cada placa. O meio de cultura empregado 
foi o de Thornton (manitol-asparagina = Asp) preparado'no próprio dia. 
As placas contaram-se no fim de 15 dias de incubação. A contagem foi 
feita por grupos de colónias (regulares, pequenas e ponta de alfinete) 
com vista a determinar o grupo responsável pelas dispersões excessivas.
Nos Quadros I-A e 1-B os 4 primeiros números de cada coluna 
representam as 4 primeiras placas e as 4 seguintes, as outras. As 3 pri­
meiras colunas correspondem às contagens por tamanhos das colónias 
(respectivamente, regulares, pequenas e ponta de alfinete) represen­
tando a 4.:l coluna o total de colónias de cada placa. O valor inscrito 
sob o traço de soma é a média das contagens efectuadas nas 8 placas.
Nò Quadro I-C encontram-se os valores de/2em séries de 5 colunas. 
A primeira corresponde aos das colónias regulares, a segunda das peque­
nas, a terceira calculou-se a partir da soma das colónias regulares com 
as pequenas, a quarta representa o valor das colónias ponta de alfinete 
e a 5.a o valor do total.
O segundo ensaio (Quadro II) incidiu sobre os 4 quartos do 
talhão C. De cada quarto colheram-se 2 amostras (a, b) de 6 sondagens 
e duas (c, d) de 12 sondagens. Empregou-se o meio de manitol-aspara- 
gina (Asp) mas de lotes diferentes: um preparado no próprio dia da 
análise, Asp. 2, o outro da semana anterior, Asp. 1. De cada amostra 
tiraram-se 2 sub-amostras. Na série Ci as sub-amostras diferiram na 
diluição utilizada: a primeira teve a diluição de 5 g em 45 c.c.; a 
segunda, de 5 g em 40 c.c. As outras 3 séries iniciaram-se a 5 g em 
45 c.c. Em todas se chegou, por duas passagens de 1 em 99. à diluição 
para a análise de 1:100000 excepto, claro, para as segundas sub-amos­
tras de Ci que foram analisadas a 1:90000.
Com as sub-amostras de Ci utilizou-se o meio Asp. 1 com 4 placas 
repetidas. Com as segundas sub-amostras de C^, C:> e C4, utilizou-se o 
meio Asp. 2 e com as primeiras Asp. 1, todas as 3 placas repetidas. 
As placas foram inoculadas da forma corrente, isto é, cada c.c. retirado 
independentemente da diluição. Efectuaram-se contagens aos 3, 6 e 9 
dias de incubação.
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2 Amostragem no Laboratório (Quadro III)
Duma amostra composta do talhão C tirou-se uma série de 8 sub- 
-amostras de õ gramas e outra em que cada 5 gramas era composto de 
10 porções de 0,5 g tiradas ao acaso. Diluição utilizada 1:100.000. 
Para cada sub-amostra, 8 placas repetidas. Contagens aos 4 e aos 11 
dias. Meio de cultura: manitol-asparagina.
3. Preparação da diluição para as placas (Quadro IV)
A partir de um írasco contendo terra C diluída a 1:10 (5 g em 
45 c.c.) tiraram-se 9 c.c. independentes para 9 frascos com 99 c.c. de 
diluenle. De cada frasco de. diluição 1:1000 preparou-se a diluição 
1:100.000 em duplicado. As diluições finais .foram analisadas com 
manitol-asparagina, cada uma a 8 placas repetidas. Contagens aos 8 
e aos 15 dias. Séries 1 a 6 com o meio da cultura de 1 semana (Asp. 1) 
e as outras com o meio feito no próprio dia da análise. Das 8 placas, 
as 4 primeiras foram preparadas normalmente e as segundas com os c.c. 
provenientes duma única amostragem de 4 c.c.
4. Influência do tratamento da amostra e da natureza do diluente
(Quadros V e VI)
a) Compararam-se sub-amostras de diluição inicial preparada 
pelo processo corrente (agitação durante 4 minutos) com outras idên­
ticas obtidas em suspensão por esmagamento em parte do diluente e 
lavagens sucessivas com a restante. Os diluentes ensaiados foram: S, o 
diluente habitual (soluto de NaCl a 0.8 %), H, água destilada e T, 
água da torneira. Cada líquido foi ensaiado com 4 sub-amostras, duas 
com esmagamento e duas com agitação; as sub-amostras agitadas perma­
neceram em contacto com o diluente o mesmo tempo que durou o esma­
gamento das outras.
Meios de cultura: agar de água destilada (0) e agar de extracto 
de terra (SE). Diluição utilizada — 1:100000. Três placas repetidas. 
Contagens aos 6, 15 e 21 dias. Todas as sub-amostras provieram duma 
amostra obtida no talhão B. Todos os últimos frascos de diluição eram 
de solução salina.
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b) Tendo notado Dagny Erikson (*), especialista em actinomi- 
cetas, que os esporos destes microorganismos se acumulavam à super­
fície do líquido e nas paredes dos frascos da diluição, realizou-se a 
seguinte experiência para confirmar a hipótese do erro, por defeito,, 
cometido na contagem destes microorganismos com os diluentes comuns.
Duma porção da terra fina duma amostra parcialmente seca 
(colhida no talhão B no dia anterior à análise) foram tiradas 6 sub- 
-amostras de 3 g: — três elevadas à diluição 1:400000 em solução- 
salina e as outras três em agar a 42-43° C, por passagens de 1 c.c. em 
9 c.c. Meio de cultura: agar de extracto de terra. Contagem aos 10 dias. 
Quatro placas repetidas para cada série.
5. Influência da duração da análise (Quadro VII)
Trabalhou-se com 3 séries de 2 sub-amostras (com esmagamento)r 
a primeira com minutos apenas, a segunda com 1 hora e a terceira com 
2 horas de permanência nos frascos da diluição inicial. De cada série- 
prepararam-se 3 grupos de placas: um recebendo o meio de cultura 
imediatamente, o segundo, 1 hora depois e o terceiro 2 horas depois 
da inoculação das placas. Para obter maior contraste nos resultados 
substituiu-se o diluente habitual, isotónico (solução salina), pela água 
destilada. Meio de cultura: agar de extracto de terra. Três placas repe­
tidas. Contagens feitas aos 15 dias: uma primeira a olho nu. a outra 
h lupa.
11 — Sobre meios de cultura
,1. Comparação dos extractos de ferra de 3 talhões de Barnfield e os
seus efeitos sobre as contagens das bactérias dos mesmos talhões
(Quadro VIII)
Dos talhões A, B e C fizeram-se os respectivos extractos de terra. 
Com 3 sub-amostras de cada talhão (1, 2, 3) ensaiaram-se as 3 terras 
em relação aos 3 extractos (SEA, SEB, SEC) sob a forma de agar de 
extracto de terra (série I).
Das mesmas diluições fez-se um bloco semelhante mas em que os 
extractos foram juntos às placas contendo as diluições, recebendo todas 
uo fim agar simples (série II).
(*) Comunicação pessoal.
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As primeiras sub-amostras de cada talhão foram também aprovei­
tadas para uma contagem com o meio de Thornton e com o mesmo meio 
acrescentado dos 3 extractos separadamente nas placas (série III).
A diluição utilizada para as 3 terras foi a mesma, 1:200000, e 
sempre a 3 placas repetidas. Contagem aos 18 dias.
2. Comparação dos princípios nutritivos do agar e do extracto da terra
(Quadro IX)
O agar empregado nos ensaios foi o da casa inglesa B. D. H. 
Se bem que fosse o melhor que se encontrava no mercado continha impu- 
resas nutritivas notáveis. Este facto foi posto em evidência por um 
ensaio simples.
Utilizando a diluição 1:400000 duma amostra do talhão B. fize- 
ram-se 4 séries de 3 placas repetidas: 1, com agar purificado (por 
lavagens repetidas em água destilada) 2, agar purificado + extracto de 
terra; 3, agar normal; 4, agar nomal + extracto de terra. Contagens aos 
7 e aos 14 dias.
3. Influência do modo de preparação do extracto de terra (Quadros
X e XI)
a) Utilizaram-se 2 terras (talhão B de Barnfield e o correspon­
dente de Broadbalk) tanto para contagens como para a obtenção 
de extractos. Ensaiaram-se 10 meios de cultura: 1, água destilada; 2, 
extracto de terra feito a frio e não filtrado; 3, o mesmo filtrado por um 
funil de Biichner; 4, extracto por meio de solução salina a frio e filtrado 
por papel; 5. extracto a vapor fluente; 6, extracto no autoclave (pro­
cesso corrente); 7, extracto de Broadbalk aplicado a Barnfield e v|ce- 
-versa; 8, extracto concentrado (utilizado a 100 % na preparação do 
meio gelosado); 9, meio de Topping modificado (5 g/l de extracto 
de levedura Yeastrel); 10, meio de Topping. Diluição empregada, 
1:400000. Contagem aos 10 dias.
b) Utilizando para as contage'ns 2 terras do mesmo campo 
(talhão A e B de Barnfield) prepararam-se 5 meios: 1, extracto de terra 
feito com água destilada, meio gelosado esterilizado no autoclave; 
2, idem, meio tindalizado; 3, extracto pelo bicarbonato de cálcio, meio 
esterilizado no autoclave; 4, idem, meio tindalizado; 5, meio de Topping. 
Todos os extractos feitos a frio e sobre a terra B. Extracção a frio durante 
uma hora.
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O Dr. P. Arnold, que nessa altura investigava a mobilização e 
fixação dos fosfatos no solo, sugeriu-nos a preparação do extracto de 
terra por um processo que considerava mais aproximado do natural e 
preparou-nos a solução saturada de bicarbonato de cálcio. Determinou 
também o teor em fosfatos dos extractos: 1 e 2 com 1,6; 3 e 4 com 0,55 
(expressos em P205, p.p.m.).
Diluições utilizadas para as placas: A, 1:200000; B, 1:700000. 
Contagens aos 10 e 16 dias.
4. Comparação de agares de diferente proveniência (Quadro XII)
Empregando a diluição 1:100000 duma amostra da Terra Grande 
como indicador ensaiaram-se 3 amostras de agar: P, obtido no Labo­
ratório Ferreira Lapa; E, preparado na Estação Agronómica Nacional; 
e N, dum fabricante particular.
Num segundo ensaio empregou-se, além dos mesmos agares, o agar 
da casa Difco (D).
Empregaram-se 5 placas repetidas para o primeiro ensaio e 4 para 
o segundo. Contagens aos 8 e aos 11 dias.
5. Comparação de meios pobres com modificações do meio de Topping. 
Influência do período de incubação (Quadro XIII)
Utilizaram-se 12 meios: 1, agar de água destilada; 2, agar de 
extracto de terra; 3, agar de água destilada + extracto de terra; 4, agar 
de extracto de terra a 100 %; 5, Y (2,5) +P (2.5) T; 6, Y (2,5) +P 
(2,5); 7, P (5); 8, Y (5); 9, Y (0,5) +P (0,5) T; 10, Y (0,5) +P 
(0,5); 11, P (1); 12, Y (1).
Y = extracto de levedura Yeastrel; P = peptona; os números entre 
parênteses representam gramas por litro; todos os meios feitos com água 
destilada excepto os assinalados com a letra T (água da torneira). 
Terra do talhão B. Diluição utilizada, 1:800000. Contagens aos 3, 6, 
15 e 21 dias.
6. Ensaios comparativos com o meio de Waksman (Quadro XIV)
A terra para os ensaios foi colhida em determinado ponto da Terra 
Grande da Tapada da Ajuda.
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a) Ensaiou-se o meio de Waksman preparado no dia da análise 
(Wr) em relação ao mesmo meio preparado 8 dias antes (Wv). Utili­
zou-se a diluição 1:400000, duma amostra acabada de colher, empre­
gando 2 placas repetidas. Contagens aos 4, 9, 14 e 21 dias.
b) Duma amostra acabada de colher preparou-se a diluição 
1:400000 e ensaiaram-se os meios de Waksman W e o de água desti­
lada, D (agar de Difco), a 2 placas repetidas. Contagens aos 3. 5, 7, 
10. 14 e 19 dias.
c) Utilizando terra do ensaio anterior (3 dias de armazenamento) 
compararam-se de novo os mesmos 2 meios de cultura. Diluição 
1:200000, a 3 placas repetidas. Contagens aos 2, 4, 7, 11 e 16 dias.
d) Na mesma data do ensaio c) colheu-se nova amostra que foi 
analisada nas diluições 1:400000 e 1:800000. Utilizaram-se 4 meios: 
W, meio de Waksman; YP, meio de Topping; SE, extracto da terra 
dum solo rico (terra de jardim); D. meio de água destilada. Meios YP 
e D a 2 placas repetidas; meios W e SE a três.
7 Comparação de meios de cultura em diluições diferentes (Quadros
XV e XVI)
As amostras A e T para estes ensaios foram de natureza bastante 
diferente: A. colhido num canto do pátio central do I. S. de Agronomia, 
era constituído por areia e uma pequena quantidade de terra fina sobre 
o qual cresciam alguns musgos; T, proveio do canteiro ajardinado do 
mesmo pátio.
a) De ambas as amostras prepararam-se as diluições 1:500000 
e 1:1000000. Utilizaram-se 6 meios de cultura a 4 placas repetidas: 
D. agar Difco-|-água destilada; 0. agar em fitas comercial + água desti­
lada; Yi, agar 0 + 0,1 % de extracto de levedura Difco; Y-, 
idem + 0,01 % do mesmo extracto; SE, agar 0 +extracto de T; YP, 
meio de Topping feito com agar 0. Contagens com intervalos de 2 a 
3 dias.
b) Tendo-se encontrado uma relação anormal entre as 2 diluições 
na terra A, colheram-se novas amostras e repetiu-se o ensaio com as 
diluições 1:250000, 1:500000, 1:1000000 e 1:2 000000 para a terra 
T. e 1:500000, 1:1000000, 1:2 000000 e 1:4 000000 para A.
Quatro meios de cultura: 0, SE, YP, e Y ~ a 4 placas repetidas. 
Contagens com intervalos de 2 a 3 dias.
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Apreciação dos resultados
I — Sobre a técnica
[1. Tentativa de análise da origem dos y2 altos
Quadro I-A. Dadas as dispersões anormais nas contagens não foi 
possível comparar os dois quartos de talhão. Nota-se, contudo, no quadro 
dos valores de y2 calculados para as colónias agrupadas por tamanhos 
(quadro I-C), que, de uma maneira geral, são as colónias ponta de 
alfinete as que mais contribuem para os valores altamente significativos.
As 4 segundas placas de cada série, ao contrário do que se espe­
rava, não apresentam tendência para menores dispersões. Deve-se por­
tanto atribuir a causa das dispersões anormais, dentro da mesma dilui­
ção, a íactores independentes da técnica de amostragem para a inoculação 
das placas.
É natural que a densidade relativamente elevada das placas em 
colónias seja um dos factores predisponentes à anormalidade como se 
poderia depreender dos casos que aparecem na grande série de análises 
feitas por Culler et al. (17). Estes casos foram atribuídos por Fisher 
(11) a causas inerentes à população do solo que se manifestam de 
tempos a tempos (epidemias de dispersões anormais). Esta explicação 
fácil não satisfaz inteiramente. Estamos convencidos que com o aperfei­
çoamento da técnica do método das placas tanto pelo lado das contagens 
como pelo aspecto da análise qualitativa, encontraremos explicações 
mais aceitáveis.
Quanto às amostras conservadas no laboratório durante 1. 3 e 5 
dias (Quadro I-B) notou-se um nítido abaixamento ao terceiro dia 
depois da colheita e uma tendência para as conhecidas flutuações ao 
quinto dia como se pode observar pela comparação da série e com /.
Se bem que o número de séries paralelas de placas seja insuficiente 
para decidir pró ou contra as observações de James e Sutherland sobre 
a ocorrência mais frequente dos valores altos de y2 nas amostras arma­
zenadas, há que apontar desde já que todas as análises apresentadas 
no presente trabalho foram efectuadas dentro de 6 horas a contar da 
amostragem no campo, a maior parte dentro de 3 horas.
E de notar a diferença considerável entre as contagens em sub- 
-amostras paralelas. Observa-se também, nas placas, falta de propor­
cionalidade entre colónias regulares e pequenas, e as colónias ponta 
de alfinete, isto é, nem sempre um grande número de colónias regulares
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(ou a sua soma às de tamanho pequeno) permite prever um aumento 
correspondente em colónias ponta de alfinete.
Quadro II — Se bem que tivéssemos empregado 2 sub-amostras, 
o facto de se ter usado um meio de cultura de idade diferente para cada 
lima não permite comparar facilmente os 4 quartos de talhão.
No entanto há a notar o seguinte
— Influência da idade do meio de cultura sobre o número de coló­
nias (aparente deterioração do meio com o tempo de conser­
vação).
— Variação dos y2 com o tempo de incubação. .
— Evidente projecção sobre os resultados de um erro de 10 % 
no líquido de diluição (segundas sub-amostras de CQ.
— Redução no número de valores significativos de y2 neste caso 
de placas pouco densas. Nota-se mesmo uma tendência para 
valores mais baixos no meio Asp. 1 em relação a Asp. 2.
E também de interesse a observação da existência nas primeiras 
contagens de casos de notável concordância entre os valores de Asp. 1 
p Asp. 2. Assim nas amostras b, c, d de C;{ os valores 24, 24, 22, 23. 20 
e 22 na primeira contagem teriam sido considerados como indicativos 
não só da homogeneidade da amostragem (amostras e sub-amostras) 
como também da identidade dos meios Asp. 1, Asp. 2, o que é desmen­
tido na terceira contagem.
Mesmo dentro do mesmo meio de cultura, contagens iniciais seme­
lhantes não permitem prever contagens finais concordantes, e nem 
sempre contagens iniciais diferentes originam crescimentos proporcio­
nais. O abaixamento do número de colónias em relação à análise ante­
rior é atribuível tanto à variação da população no solo como ao período 
de incubação menor. Para esta última hipótese seria de admitir, por 
exemplo, que a média de 147 obtidas para C2, Asp. 2 se modificasse 
com mais 6 dias de incubação para um valor de 170 ou mais. Contudo, 
é necessário ter presente o facto de que não é fácil prever o tipo de 
crescimento do número de colónias.
2 Amostragem no Laboratório (Quadro III)
É evidente a superioridade do sistema de amostragem dos 5 g com 
postos de 10 porções de 0,5 g. Contudo mesmo com esta melhoria na 
amostragem existem ainda variações significativas, visto F 5 % e 1 % 
serem respectivainente 2,18 e 2.98.
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Nota-se uma tendência para a elevação dos valores dey2na segunda 
contagem e ainda a existência de valores anormais que se corrigem no 
período entre os 4 e os 11 dias (l.a série, sétima sub-amostra; 2.a série, 
primeira sub-amostra).
Preparação da diluição para as placas (Quadro IV)
Qualquer das duas amostragens sucessivas dos frascos para a pre­
paração da diluição utilizada apresenta diferenças significativas, pois 
para os valores de F observados (4,08, 7,19, 16,69 e 7,15) as expecta- 
tivas para o ponto 5 % são respectivamente 3,22, 2,83, 2,53 e 2,26; 
no ponto 1 % são 5,15, 4,19, 3,25 e 3,04.
Continua-se a notar a elevação dos valores de y2 com o período 
de incubação e é importante notar que se tivéssemos feito apenas a 
contagem aos 15 dias o grande número de valores anormais não teria 
permitido a análise de variância do ensaio em relação ao fim em vista.
Continuamos a não verificar um melhor y2 para as séries de 4 
placas cujos c. c. foram obtidos duma só amostragem. Verifica-se também 
que a idade do meio de cultura exerce uma acção evidente sobre o 
número de colónias apresentando, como no caso do Quadro II, a nítida 
vantagem do meio recente sobre o velho.
4. Influência do tratamento da amostra e da natureza do diluente
(Quadros V e VI)
Quadro V — Em todos os casos o esmagamento dá maior número 
de colónias. Esta diferença é também evidente, mas menos sensível, 
quando o diluente é a água destilada. Neste caso nota-se também que 
nas sub-amostras não esmagadas (isto é, levadas à suspensão apenas 
por agitação) a contagem é superior, nas mesmas condições, aos outros 
diluentes.
O diluente empregado na rotina laboratorial (solução salina) ma­
nifesta-se inferior aos outros dois no caso do não esmagamento. O meio 
de cultura de extracto de terra é pouco superior ao agar de água des­
tilada. As apontadas variações de y2 continuam a ser registadas.
Quadro VI — No ensaio de contagem de actinomicetas empregando 
o agar como diluente, os resultados correspondem à expectativa: veri­
fica-se um maior número absoluto destes microorganismos.
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5. Influência da duração da análise (Quadro VII)
É evidente o abaixamento do número de colónias quando a diluição 
permanece na placa e dada a extensão da redução no período de 1 hora 
a experiência requer repetição com intervalos pequenos compreendidos 
neste período, empregando além da água destilada, os diluentes solução 
salina e água da torneira.
A permanência na diluição inicial não influi sensivelmente nas 
contagens. Justifica-se assim a ordem de operações adoptada nas aná­
lises apresentadas em trabalho anterior (12). É de notar o número 
apreciável de colónias que escapam na contagem à vista desarmada.
11 — Sobre meios de cultura
1. Comparação dos extractos de terra de 3 talhões de Barnfield
(Quadro VIII)
Na série I o meio preparado com extracto de terra B (do talhão 
estrumado) originou um maior número de colónias em todas as amostras 
de terra excepto no caso da terra C onde se verifica um ligeiro abai­
xamento.
Na série II (extractos misturados com agar de água destilada na 
placa) os resultados são mais irregulares do que os da série anterior 
tanto em relação aos valores de y? como à dispersão entre diluições 
paralelas. A depressão, sobre o número de colónias, do extracto B sobre 
a terra C é especialmente notória neste processo de preparar o meio 
de cultura.
Na série III (meio de Thornton) o efeito perturbador do extracto 
B sobre a terra C continua a ser notado.
Na série I. caso SE. C, único de distribuição Poisson, verifica-se 
como em ensaio anterior, a existência de variância entre diluições para­
lelas: para 8 g. 1. cada, j2 é 4,1 para A, 18,0 para B e 18,1 para a 
terra C (ponto 5 %, 15.5). Para o total de 24 g. 1., y2 é 40,9 (ponto 
5 %, 36,4).
2 Comparação dos princípios nutritivos do agar e do extracto de terra
(Quadro IX)
0 ensaio demonstra claramente que os elementos nutritivos con­
tidos nas impurezas do agar tem maior poder estimulante sobre as bac­
térias do solo do que os contidos no extracto de terra.
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A contagem feita no meio contendo os princípios do agar e do extracto 
de terra (Meio 4) excede a soma das colónias nos meios que os contem 
isoladamente (meios 2 e 3). Este facto ilustra bem a inter-acção, neste 
caso, estimulativa, resultante da maior proximidade das colónias.
É interessante notar, comparando os meios 1 e 2 com os meios 3 
e 4, que dentre os actinomicetas do solo existe uma percentagem apre­
ciável de indivíduos necessitando princípios estimulativos, o que não 
apoia a suposição de que a maior parte destes microorganismos são de 
exigências mínimas.
Nota-se também a forma como as contagens totais, do meio 1 ao 
meio 4, se vão duplicando; nos actinomicetas o aumento só se verifica 
nos meios contendo as impurezas do agar.
3. Influência do modo de preparação do extracto de terra (Quadros
X e XI)
Quadro X — A preparação do extracto de terra pelo aquecimento 
a 100° C. (meio 5) mostra-se preferível ao processo corrente em que a 
terra é submetida càs altas temperaturas do autoclave (meio 6).
Dentre os extractos feitos a frio, o filtrado (meio 3) é superior tanto 
ao turvo (meio 2) como ao feito pelo NaCl (meio 4). Este último, earac- 
terizado pela sua limpidez e filtração rápida, é o mais fraco de todos 
na série Broadbalk.
Os extractos a frio diferem pouco do extracto preparado a 120° C.
É interessante o efeito estimulativo do extracto de Broadbalk sobre 
as bactérias de Barnfield (meio 7).
O meio do extracto de terra a 100 % (meio 8) não se destaca 
como seria de esperar e o mesmo se pode dizer dos meios ricos 9 e 10. 
Estes três meios, em contraste com os outros sete, apresentam contudo 
colónias bem desenvolvidas.
Há aqui que entrar em conta com o faetor de interacção que mas­
cara o efeito da riqueza do meio explicando-se assim, por exemplo, 
a superioridade do agar da água destilada onde a pobreza do meio, ao 
mesmo tempo que favorece as bactérias autóctones, não oferece condições 
para a acção inibidora de antagónicos. E possível, contudo, que os 
resultados tivessem sido diferentes com uma diluição que desse menor 
número de colónias. Nesse caso talvez verificássemos algo de seme­
lhante ao do ensaio anterior em que o agar de água destilada se mostrou 
inferior ao agar do extracto de terra.
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Quadro XI — Neste caso de números relativamente baixos de coló­
nias não há diferenças nítidas entre os extractos, notando-se além disso 
uma ligeira superioridade do meio de Topping sobre eles.
4. Comparação de agares de diferente proveniência (Quadro XII)
A observação dos resultados mostra indubitavelmente que os lotes 
de agar são diferentes quanto à sua riqueza em princípios nutritivos 
e estimulativos. A microflora do solo, de exigências variadas mas quan- 
titativamente diminutas, apresenta-se-nos como um indicador prático na 
comparação da qualidade do agar empregado como meio de cultura. A 
aparente pureza absoluta do agar N é muito provavelmente devido a 
substâncias tóxicas ou antissépticas.
5. Comparação de meios pobres com modificações do meio de Topping. 
Influência do período de incubação (Quadro XIII)
Nas modificações do meio de Topping há a notar uma tendência 
para uma contagem mais alta nos meios diluídos excepto para o caso 
do meio P.
A influência da natureza da água na preparação do meio só se 
notou no par 5 e 6 sendo a maior contagem obtida em 5 (água de 
torneira).
Porém o facto mais importante a registar neste ensaio é o com­
portamento, ao longo do período de incubação, da população da mesma 
diluição inoculada nas placas. Nos meios ricos, isto é, nos oito últimos, 
há um crescimento rápido inicial no número de colónias decaindo quase 
abruptamente depois do 10.° dia. Nos quatro primeiros meios (pobres), 
o aparecimento das colónias faz-se lenta mas constantemente ,atingindo, 
ou mesmo ultrapassando, ao 21.° dia, os valores observados nos 
meios ricos.
Há, portanto, na comparação entre meios, que efectuar as con­
tagens a períodos maiores de incubação porque se podem inverter os 
valores com o tempo. Observe-se por exemplo, a diferença entre o 
meio 1 (água destilada) e o meio 8 (5 g/l de extracto de levedura), 
-aos 6 e depois aos 15 dias.
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6. Ensaios comparativos com o meio de Waksman (Quadro XIV)
Observa-se que o meio de Waksman também sofre com o armaze- 
mento, sendo o meio recente nitidamente superior ao meio velho.
0 meio de Waksman não se mostra superior ao de água destilada 
(D) mesmo nas contagens baixas. Este último meio, no caso do pre­
sente ensaio, é comparável ao meio de Topping (YP).
Com o meio de extracto de terra (SE) verifica-se um abaixamento 
em relação ao meio D, possivelmente por o extracto ter uma origem 
(terra de jardim) diferente da amostra que serviu para a contagem.
7. Comparação de meios de cultura em diluições diferentes (Quadros
XV e XVI)
Quadro XV —O emprego de 2 terras de diferente natureza, e de 
2 diluições permitiu pôr em destaque alguns factos de intresse, espe­
cialmente se construirmos os gráficos correspondentes.
Verifica-se que as populações das 2 terras não reagem de igual 
forma aos meios de cultura e que, dentro da mesma terra, o mesmo se 
dá com diluições diferentes.
Assim na terra T, nas duas diluições, SE equipara-se a YP. D e O 
e estes, exceptuando D. não são muito inferiores a Y, e Y ^ especial­
mente na diluição T2 (1:1 000000).
O mesmo se não verifica com a terra A onde na diluição A2 tanto 
SE como Yi e Y ^ dão contagens muito mais elevadas que YP. D e
O. Contudo na diluição Ax (1:500000), em relação a SE. isto já se 
não dá.
O agar de Difco empregado neste ensaio não pode considerar-se 
representativo daquela marca por se ter verificado mais tarde (por com­
paração com 3 outras remessas da mesma casa) que se encontrava 
alterado. Esta alteração manifestou-se pela produção de colónias bem 
desenvolvidas e pelo incremento de invasoras.
Com a terra A regista-se um caso em que o emprego de uma única 
diluição teria levado a uma ideia bastante errada sobre o teor micro­
biano da amostra. Tudo leva a crer que se trata de uma inibição de 
grande intensidade na diluição Ai (1:500000), de intensidade máxima 
no meio SE.
É de interesse o tipo de crescimento apresentado pelas contagens 
na diluição inibidora — é pràticamente linear. Isto é especialmenle-
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evidente nos meios que, em contraste, na diluição seguinte
(1:1 000000) mostram curvas com 2 fases de crescimento separadas por 
uni curto período de aparente inactividade. É de inferir-se que esta di­
luição contém 2 grupos de microrganismos de comportamento diferente 
nesses meios de cultura.
Quanto à concordância entre as diluições de T nota-se, na diluição 
derivada (1:1 000000), que as primeiras contagens são em regra infe­
riores à expectativa, passando a superiores nas últimas contagens ex- 
cepto para o meio
Quadro XVI — Confirma-se a existência duma diluição altamente 
inibidora na terra A. Esta segunda análise, efectuada 1 mês depois da 
anterior, deu uma contagem bastante mais elevada, naturalmente atri­
buível às flutuações da população microbiana entre datas diferentes.
Tanto nesta análise como na anterior a diluição inibidora apre­
sentou placas sem qualquer indicação de anormalidade (tais como coló­
nias de tamanho reduzido e abundância de colónias ponta de alfinite). 
Seria óbvio o grande erro cometido se tomássemos apenas esta diluição 
para o cáculo do número de bactérias referido ao grama de terra.
Outro facto de importância a notar é a maior contagem da terra 
A (composta quase exclusivamente de areia) em relação à terra T 
(submetida a forte estrunmção). Não é, facilmente explicável esta di­
ferença que, contudo, pode, em parte, atribuir-se ao efeito rizosférico 
das plantas que cresciam sobre a delgada camada de limo que cobria 
a areia. Também somos levados a suspeitar da possibilidade, na terra 
A, duma maior dispersão dos microorganismos tanto em relação aos 
seus aglomerados de células como em relação às próprias partículas da 
amostra.
Quanto aos meios de cultura continuamos a notar diferenças de 
reacção da microflora a vários deles. Em qualquer das amostras obser- 
va-se uma variação na ordem de superioridade dos diferentes meios com 
a data da contagem e em especial com a diluição utilizada. Compare-se, 
por exemplo, nas diluições A2, A3, as contagens obtidas nos meios SE e Y.
Em relação ao chamado «erro do factor da placa» de James e 
Sutherland (4), as nossas experiências, se bem que em pequena escala, 
dão-nos algumas informações de interesse. Estes autores que nas suas 
análises empregaram apenas uma contagem, e aos 6-8 dias, verificaram 
que as placas menos densas (e portanto, segundo eles, menos sujeitas 
à acção de inibidores) apresentam um máximo de colónias em relação 
ao factor de diluição (isto é, um «erro do factor da placa» mínimo):
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Nos nossos ensaios notamos que nem sempre as placas de maior 
diluição dão as contagens mais altas em relação ao factor de diluição.
No caso de A, por exemplo, a segunda diluição (A2) é muito su­
perior à terceira e quarta quando referida às contagens do 7.° dia. No­
ta-se que o erro do factor da placa pode variar com o tempo de incubação 
e, como no exemplo apontado, tender para valores pequenos nas últimas 
contagens.
Como o meio YP empregado neste último ensaio tinha sido prepa­
rado anteriormente ao dia da análise, observa-se a sua nítida inferio­
ridade em relação aos outros meios, o que não aconteceu no ensaio 
anterior em que o meio foi preparado na altura do ensaio.
Na terra T nota-se que a 2.a diluição se apresenta afectado de um 
erro apreciável em relação às outras.
As diferenças nas contagens entre o meio YP e, por exemplo, o 
meio SE, são maiores na terra A que na terra T, tanto neste ensaio 
como no anterior o que é indicativo de diferenças na composição micro- 
biológica.
Nestes ensaios, em que se fizeram 8 contagens durante o período 
de incubação, encontra-se bem patente a variação dey2. Nesse respeito 
é bom recordar que apenas se regeitaram placas em que mais de metade 
foi coberta por colónias invasoras. Não é portanto de estranhar a fre­
quência de valores muito elevados de y2. Se tivéssemos aceitado apenas 
as placas perfeitas grande número desses valores não figurariam. A 
variação de y2 continuar-se-ia a verificar mesmo nessa hipótese e seria 
fácil para esse fim, através dos dados dos quadros, escolher as placas 
cujos crescimentos iniciais não denotem acção inibidora.
Conclusões
— O critério de amostragem adoptado, tanto na obtenção de sub- 
-amostras de terra como na preparação das diluições, tem influência 
significativa nos resultados obtidos.
O valor de y2 é independente da amostragem de c. c. para as 
placas. * •
— 0 índice de dispersão, y2, não deve sempre ser tomado, nos 
casos de valores altamente significativos, como indicativo da técnica 
defeituosa.
CONTAGEM DE BACTÉRIAS PELO MÉTODO DAS PLACAS 73
O valor de y2 varia durante o período de incubação; muitas vezes 
tem tendência para aumentar com o tempo, outras vezes apresenta 
flutuações.
As colónias ponta de alfinete são as que mais contribuem para 
as dispersões significativas entre placas repetidas.
— A idade do meio de cultura influe duma forma notável sobre o 
rendimento em colónias; o armazenamento diminue a sua eficácia.
— Os meios pobres tendem a produzir maior número de colónias 
que os ricos quando se prolongam as incubações; em incubações curtas, 
observa-se o contrário.
Em certos casos o agar de água destilada mostra-se igual ou su­
perior aos meios clássicos.
Os princípios nutritivos contidos no agar podem ser superiores 
aos do extracto de terra.
A superioridade ou inferioridade dum meio de cultura em relação 
a outro pode variar com a natureza da terra e com a diluição empre­
gada na comparação.
— Na preparação do extracto de terra a extracção a 100° C. mos­
trou-se melhor. Os extractos a frio não foram muito inferiores ao feito a 
120° C.
Os extractos de terras ricas podem exercer uma influência desfa­
vorável sobre o desenvolvimento de algumas bactérias de outras terras.
— Pelo esmagamento da terra no diluente na preparação da di­
luição inicial, obtêm-se números mais altos nas contagens.
A natureza do diluente é um factor de variação.
Quando se emprega o agar como diluente obtém-se uma contagem 
mais alta de actinomicetas.
Quando se emprega como diluente a água destilada a demora das 
suspensões de bactérias do solo nas diluições mais altas, reduz nota­
velmente o seu número viável nas placas.
— O chamado «erro do factor da placa» de James e Sutherland 
não tem necessariamente o seu valor mais baixo na placa de diluição 
mais alta e pode variar com o tempo de incubação.
— Apresenta-se um caso de uma terra com uma contagem supe­
rior a uma terra rica apresentado a primeira uma diluição altamente 
inibidora. 0 emprego de uma só diluição, neste caso, poderia ter levado 
a um erro muito grande no cálculo do número de bactérias da amostra.
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Discussão geral
A contribuição do presente trabalho para o conhecimento do método 
das placas é pequena quanto a conclusões originais visto algumas se 
encontrarem explícita ou implicitamente contidas nos trabalhos de James 
e Sutherland e de outros.
Há contudo algumas observações que merecem ser destacadas em 
especial e discutidas em pormenor.
1. Uma das mais interessantes é o facto de o valor de y2 variar 
durante o tempo de incubação, muitas vezes com passagem de valores 
normais para valores altamente significativos. Assim como James e 
Sutherland afirmam que cada diluição define uma população (em para­
lelo com o que acontece com cada meio de cultura), podemos sugerir que 
cada período de incubação determina o mesmo.
As nossas observações sobre o comportamento das populações nas 
placas sugerem a necessidade de um estudo especial destas. O pormenor 
terá de ser levado bastante longe e atendendo a mais do que um aspecto. 
0 de maior interesse imediato é o melhoramento da técnica de misturar 
o meio de cultura com o c. c. da diluição. Deve procurar-se um grau de 
homogeneidade tal na distribuição das células a ponto de se obterem 
contagens da mesma ordem em metades ou até em quartos da mesma 
placa. Isto reflectir-se-ia no melhoramento das dispersões, entre placas 
repetidas, das colónias ponta de alfinete. 0 «test» teria de incluir as 
condições, incubações prolongadas e meios de cultura pouco selectivos.
A esse respeito interessaria observar também os resultados obtidos 
com o emprego simultâneo de um meio distituído de factores de cresci­
mento e de outro rico neles. 0 facto de se ter procurado diminuir o efeito 
estimulativo pelo emprego de um único meio rico em vitaminas, por um 
lado pode melhorar o índice de dispersão (16) mas por outro priva-nos 
de estudos interessantes no campo da inter-acção.
Das observações a efectuar com as placas talvez a mais prometedora 
seja a do estudo de crescimento do número de colónias nas várias condi­
ções de meio e de densidade em microorganismos. Temos a certeza de 
que é um campo rico em interessantíssimos dados biométricos.
2. A redução notável da eficácia de um meio de cultura com o 
armazenamento, mesmo no período curto de 1 semana, leva-nos a apon­
tar uma imperfeição de considerável gravidade no trabalho clássico de 
Cutler, Crump e Sandon (17). Neste trabalho o meio de cultura (meio 
de Thornton) para as análises efectuadas diariamente, foi preparado
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<le 15 em 15 dias ou mais, visto terem adaptado a prática de preparar 1 a 
2 litros do meio duma vez e de o ir utilizando em fracções de 60 c. c. por 
dia (5 placas a 12 c. c. cada).
3. As afirmações de Conn (18) de que para as contagens o agar 
necessita ser enriquecido em sais e pequenas quantidades de fontes de car­
bono e azoto e que nestas circunstâncias qualquer meio de cultura dá prá­
tica mente o mesmo número de colónias se a incubação for suficientemente 
longa, não podem ser aceites â face dos ensaios que indicam modos dife­
rentes de crescimento para os meios selectivos e não selectivos.
A vantagem do emprego de meios não selectivos, em especial o agar 
de água destilada, sofre apenas de um reparo de importância: a incerteza 
quanto à constância dos lotes de cada fabricante.
Está indicado um estudo comparativo das diversas marcas em rela- 
cão à extensão da microflora abrangida e, evidentemente, ao grau de uni­
formidade dos respectivos lotes.
O emprego indiscriminado de qualquer extracto de terra (os ma­
nuais indicam uma terra rica) terá de ser encarado como uma prática 
contingente se não for precedido por ensaios comparativos, dada a possi­
bilidade de possuir actividade inibidora.
O meio de extracto de terra também sofre de reparo semelhante ao 
de agar simples. Teria interesse o estudo de extractos feitos a partir de 
terras secas e armazenadas durante períodos longos: seria um primeiro 
passo para o emprego universal de determinadas terras bem caracteriza- 
das para a preparação de extractos definidos para meios de cultura.
É verdade que nos meios pouco selectivos as inter-acções se devem 
fazer sentir com mais intensidade mas devemos ter sempre presente o 
objectivo de abranger o máximo da microflora. Não devemos sacrificar 
os meios pouco selectivos apenas por os meios selectivos serem facilmente 
reproduzíveis, originarem colónias fáceis de contar e de isolar, e de serem, 
em princípio, menos atreitos nas contagens a faltarem à expectativa, 
indicada nas tabelas de Fisher.
4. O abaixamento da contagem com o tempo de demora da dilui­
ção escolhida, na placa ou no próprio frasco, levanta um problema que é, 
pelo menos à primeira vista, uma crítica àqueles dos nossos ensaios efec- 
tuados em grande escala.
Recordando a ordem de trabalho indicado no capítulo Material e 
Métodos, verificamos que, para a análise representada no Quadro XVI, 
o tempo para inocular os c. c. nas placas foi de cerca de 15 minutos: a 
linha O (caminhando de Ax para A4), foi a primeira a receber o meio,
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seguindo-se-lhe a linha SE, etc. A série em condições mais desfavoráveis, 
Aj-Y, teve a sua população microbiana submetida à acção do diluente 
durante 15 minutos acrescentado de outros 15 do tempo de espera para 
o meio, o que prefaz um total de 30 minutos.
Superior a este tempo só temos o ensaio do Quadro IV, abrangendo 
144 placas, em que a última série, Asp 2-18. esteve 72 minutos na diluição 
final sem receber o meio de cultura. Contudo, aqui, para o fim em vista, 
podemos descontar os 36 minutos comuns a todas as placas e concluir, na 
ausência de valores decrescentes nas sucessivas séries, não só pela vali­
dade da experiência como ainda pela possibilidade da pouca intensidade 
relativa de acção exercida no período de 36 minutos.
É importante relembrar que a questão em discussão se baseia num 
ensaio em que o diluente empregado foi a água destilada e que os casos 
acima analisados tiveram a solução salina como diluente.
Numa experiência associada ao ensaio do Quadro III mas não 
incluindo nele notou-se que uma demora de 25 minutos no diluente (solu­
ção salina) não mostrou diferenças significativas em relação às placas 
testemunhas.
Este problema das análises em grande escala merece especial aten­
ção pois temos em mente alguns ensaios, que, para serem bem planeados, 
necessitam de 300 a 400 placas.
5. O tratamento ( no nosso caso, o esmagamento com lavagem) da 
amostra de terra na diluição inicial com o resultante incremento na con­
tagem. loi um aspecto do método que merecia desenvolvimento. É um 
factor conhecido mas a que se não tem tomado na devida conta.
0 aumento do número de colónias nas placas, que é um dos objecti- 
vos mais importantes, deve ser atacado por mais de um processo.
Os microorganismos encontram-se fortemente fixados pelas várias 
fraeções da terra. Esta fixação, como foi demonstrado por Cutler (19), 
é inversamente proporcional ao tamanho das partículas terrosas e é maior 
ao passo que diminue o volume das células. É possível separar muitos 
microorganismos das partículas da terra como mostrou Peele (20) mas 
há ainda a considerar a dispersão dos aglomerados de células nas suas 
unidades.
Há que procurar diminuir, na medida do possível, a grande despro­
porção entre as contagens obtidas pelas placas e aquelas obtidas pelos 
métodos directos.
6. O facto de algumas determinações da dispersão entre amostras 
e sub-amostras feitas em solos de Rothamsted por Cutler (16) e Thorn-
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ton (11) indicarem um grau de homogeneidade excepcional dos solos 
empregados e o facto de nós próprios não termos chegado a conclusões 
semelhantes, levantam uma questão desconcertante.
Para resolver este aparente dilema apresentamos a seguinte hipó­
tese inspirada, em parte, em ensaios contidos no presente trabalho.
É possível conceber-se um solo possuindo determinado grupo de 
bactérias uniformemente distribuído (indígena de todas as partículas de 
terra) tendo os restantes grupos, por razão de exigências nutricionais 
especiais, distribuição heterogénea. Nesta hipótese, uma contagem por 
um meio de cultura muito selectivo indicaria uma terra muito homogénea 
por destacar apenas o primeiro grupo enquanto que um outro meio não 
selectivo revelar-nos-ia (depois de determinado período de incubação, 
no caso de os outros grupos serem de crescimento lento ou dependente de 
acção estimuladora), a verdadeira natureza da microflora do solo e a 
sua heterogeneidade.
Se atendermos ao facto de os investigadores de Rothamsted terem 
empregado agar lavado e nós (e provavelmente também James e Suther- 
land) agar impuro na preparação dos meios de cultura, é possível entre­
ver uma explicação da discrepância nos resultados. Assim se considerar­
mos a falta de determinados princípios no agar um factor determinante 
do não aparecimento nas placas dos microorganismos de distribuição 
heterogénea no solo e se juntarmos a este factor (emprego de agar lava­
do), a contagem no cêdo e o armazenamento do meio de cultura, teremos 
assegurado ainda mais a contagem a um grupo restrito. Tudo gira à volta 
da hipótese da heterogénea distribuição apenas dos microorganismos 
exigentes ou de crescimento lento.
Esta hipótese ajuda a explicar a questão em discussão e recebe 
algum apoio de observações feitas no Quadro II.
Se 2 meios diferentes, dando contagens muito diferentes para amos­
tras e sub-amostras da mesma terra, podem inicialmente apresentar a 
mesma contagem, podemos considerar o emprego de um meio selectivo 
de agar lavado como correspondendo a uma contagem no cêdo. Neste caso 
aparece-nos uma maior concordância entre determinações paralelas que 
por outro sistema (meio não selectivo de agar impuro e incubação pro­
longada) originaria dispersões significativas.
A explicação acima tentada não passa duma hipótese plausível mas 
um facto já de maior peso contra a homogeneidade dos talhões de Rotha­
msted é o resultado dos ensaios sobre o critério de sub-amostragem, apre­
sentado no Quadro 11T. Apoiado nele e nos cálculos do Dr. O. Kempthorne
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demonstrando a existência de variações significativas entre diluições deri­
vadas da mesma diluição inicial (Quadro IV), somos obrigados a optar 
pelas ideias de James e Sutherland aliás apoiadas por uma enorme massa 
de dados experimentais quando comparada com o pequeno número de 
determinações feitas por Cutler e Thornton. É de acrescentar que estes 
investigadores obtiveram os seus dados sobre o talhão B (estrumado) 
enquanto que os nossos ensaios incidiram sobre o talhão C, (de adubação 
exclusivamente mineral), É possível admitir-se uma maior homogenei­
dade relativa à matéria orgânica para o talhão B em relação ao talhão C 
cuja matéria orgânica deriva apenas dos restos da planta em cultura.
Restam ainda umas últimas considerações para esclarecer melhor o 
pé em que se encontra o problema.
Por mais heterogéneo que seja uma terra, uma amostra perfeita­
mente misturada terá de, em teoria, apresentar-se homogénea.
Quaisquer sub-amostras tiradas ao acaso terão de apresentar, em 
princípio, apenas as dispersões da expectativa e o mesmo se pode dizer 
das amostragens de 1 c. c. dos frascos de diluição inicial e das seguintes 
até à inoculação das placas.
Se considerarmos as células, potencialmente colónias, como unidades 
inertes, a sua distribuição, pelas placas correspondentes a séries paralelas 
de sub-amostras e diluições, será conforme a expectativa, se não houver 
erros de pesagem da terra e de medição de volumes das suspensões. Ora, 
como muitas vezes uma célula se não desenvolve independentemente das 
outras à sua volta, será de esperar que os pequenos desvios normais resul­
tantes das amostragens sucessivas na preparação da diluição para as 
placas se exagerem de tal forma, em condições de inter-acção, que tomem 
valores significativos. Se entrarmos agora com os inevitáveis erros da 
pesagem e medição de volumes qualquer destes erros cometidos será 
reflectido no número inicial, de colónias aparecido nas placas, e ampliado 
várias vezes mais tarde por fenómenos de inter-acção.
Depomos, repetimos, grande esperança no estudo das contagens em 
função do tempo e do número de células inicial não só para a obtenção 
de dados biométricos de interesse como para o esclarecimento desta impor­
tante questão.
Dentre os factores, pertinentes à contagem dos microorganismos do 
solo pelo método das placas, não mencionados mas que, dado o seu fun­
damental interesse, serão ensaiados em trabalho futuro, há a apontar os 
seguintes: o quantitativo da terra a adoptar por amostra, isto é, o número
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mínimo de sondagens por área do campo compatível com o rigor e a eco­
nomia; o peso das sub-amostras para as diluições iniciais; o volume do 
diluente e a forma de atingir as diluições finais.
As divergências de critério apontadas na revisão feita em 1921 por 
Wyant (21) continuam a verificar-se no presente. James e Sutherland (3), 
por exemplo, adoptaram para os seus ensaios (realizados sobre talhões 
de 1 centésimo de acre, cerca de 40 nr) amostras de 6 sondagens e para 
sub-amostras o peso correspondente a 25 g da terra seca, sendo os volu­
mes do diluente, 240 e 1240 c .c., para as diluições iniciais 1:10 e 1:50. 
Em contraste, o holandês Harmsen (22) recomenda a utilização integral 
duma amostra única para a preparação da diluição inicial, amostra com­
posta da ordem das 100 sondagens por campo, o que corresponde a 4-5 
kg de terra.
O método das placas, de relativa simplicidade em princípio, mos­
trar-se complexo na realidade. É um campo quase ilimitado de investi­
gação tanto em si como na sua aplicação a extensas gamas de solos, reve­
lando certamente neste último caso, novas variáveis.
A sua aplicação segundo as directrizes de James e Sutherland, valo­
rizar-se-á, no nosso entender, se se efectuarem as contagens suficientes 
para o estabelecimento das curvas de crescimento das populações nas 
placas. Está também indicado, evidentemente, o emprego simultâneo de 
vários meios de cultura, especialmente daqueles que permitem destacar a 
existência de grupos diferentes, como por exemplo os meios B e Y de 
Lochhead gelosados (12). As inter-acções em diluições sucessivas nestes 
dois meios, originariam certamente dados de interesse.
Evidentemente que quaisquer análises feitas segundo este critério 
terão de ser acompanhadas de isolamentos suficientes em número e 
distribuição (por diluições e placas).
Seria, sem dúvida, de grande interesse, nestas análises, ensaiar 
simultâneamente vários métodos expeditos para fins correlativos, mas 
cremos ser só o trabalho analítico, requerendo laboriosidade e paciência, 
a garantia dum melhor conhecimento do solo se bem que este seja alcan­
çado num futuro longínquo.
Efectuado este género de trabalho, in loco, poderemos passar a pro­
blemas de interesse mais palpável, tais como o efeito da secagem e do 
armazenamento sobre as amostras. Resolvida esta questão importante, 
restaria ainda a da «reconstituição» das amostras por humedecimento e 
incubação, com ou sem sementeira das suas plantas espontâneas, e verifi­
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cação das suas relações com a amostra fresca. Tudo isto subentende um 
estudo prévio bastante completo da terra in loco, no espaço e no tempo, 
associado aos factores fundamentais, humidade, temperatura e planta em 
cultura.
A laboriosidade da técnica correcta do método das placas não é 
convidativa e recrutar adeptos, verificando-se ser ainda muito generali­
zado o critério de: 1 amostra, 1 sub-amostra, 1 diluição e várias placas.
O trabalho de James e Sutherland, tão fortemente alicerçado na 
sua estrutura geral, não tem encontrado quem o critique apesar da maio­
ria dos trabalhos (se não todos) continuarem a realizar-se sem respeito 
às normas que os autores preconizam.
São de flagrante actualidade as palavras dos autores. «The bacterio- 
logist who makes an estimate of the numbers of fungi or bactéria in soil, 
does so for the purpose of relating the estimate to some condition or treat- 
ment. If his estimate is correct, some practical advance may be made in 
an understanding of the intricacies of the complex médium with which 
he deals. If it is not, his findings retard rather than advance the 
Science» (2).
AGRADECIMENTO
Ao Prof. Luís António de Almeida Goes não podemos deixar de 
expressar o nosso reconhecimento pelas orientações e conselhos dis­
pensados.
Ao Dr. H. G. Thornton, chefe do Departamento de Microbiologia do 
Solo de Rothamsted, agradecemos todas as facilidades prestadas e a 
maneira amável como nos distinguiu durante a nossa estadia no seu depar­
tamento.
Ao Dr. O. Kempthorne ficamos muito reconhecidos pelas análises 
estatísticas e por valiosos ensinamentos.
A todos os colegas e pessoal auxiliar da Secção de Microbiologia do 
Centro de Estudos de Microbiologia e Tecnologia Agrícolas, da Estação 
de Lacticínios e do Departamento de Microbiologia de Rothamsted os 
nossos melhores agradecimentos.
Ao British Council pela concessão da bolsa de estudo aqui exprimi­
mos de novo o nosso reconhecimento.
CONTAGEM DE BACTÉRIAS PELO MÉTODO DAS PLACAS 81
SUMMARY
The objective of the present paper was to assess the relative impor- 
tanee of some factors affecting plate eounts of bactéria in soils. This 
study, of a preliminary nature, was carried out in view of planning future 
work on a large scale.
Test soils were mostly frorn Barnfield (Rothamsted Exp. Sta.) and 
Tapada da Ajuda (Instituto Superior de Agronomia, Lisbon).
Culture media used were: plain (O) and soil extract (SE) agars, 
ThorntoiTs (Asp), Topping’s (YP) and WaksmaiPs (W) agar media. 
Agars were from Difco and B. D. H. and were employed unwashed.
Counts refer to bactéria and actinomycetes, the latter, when counted 
apart, are represented by numbers in brackets. In many of the experiments 
various counts were taken during incubation. In the tables, the totais of 
each series of parallel plates have been replaced by the corresponding 
averages. y2 values may figure below or in separate tables.
Results of observations point to the following:
In sets of 8 plates the value of y} was independent of 
the method of sampling the final dilution flask (4 independ­
ent c. c. vs. 4 c. c. drawn together).
Pin-point colonies contribute most to the high y2 values.
The value of y2 varies during incubation, passing from 
normal to significant values and vice-versa but generally 
increasing with time.
Aliquots for preparation of original dilutions, even with 
random sampling of the mixed field sample, show significant 
differences. The same is observed between parallel second and 
third dilutions.
The permanence of the soil bactéria in the initial dilution 
(experiment using distilled water as diluent) did not decrease 
the plate count within the period of 2 hours. In high dilutions 
the count is halved with 1 hour permanence.
Crushing the soil (and repeatedly washing the residue) 
in the diluent, as compared to shaking, gave higher counts. 
Results varied with the diluent used (saline, tap water and 
distilled water). When agar is used as diluent the actinomycete 
count is significantly higher.
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Working with samples from Barnfield plots (A, no ma- 
nure, B farmyard manure, C, complete minerais) the 3 soil 
extracts showed in relation to the 3 soils that soil extract B 
gave, as a rule, the higher count though it exerted a noticible 
inhibitory effect on the number of colonies developing from 
platings of soil C.
In the preparation of soil extracts, extraction at 100° C 
gave media with higher counts than those made at 120° C. 
Extraction at room temperature was not much inferior to that 
made at 120° C.
The nutrients contained in unwashed agar (experiment 
with B. D. H. agar) are of considerably higher value than those 
in soil extract B as measured by colony numbers of both bac­
téria and actinomycetes.
Topping’s médium either diluted or without peptone 
showed similar counts to the original.
Soil extract and plain (unwashed) agars, in some experi- 
ments, gave counts equal or superior to those obtained with 
other media when incubation was prolonged to 2-3 weeks.
Length of incubation, dilution used and the nature of the 
soil are factors to be taken into account when comparing media.
Efficiency of media (Asp, YP, W) diminish with storage 
time: 1 week storage may halve colony numbers as compared 
to freshly prepared media.
The «plate factor error» [James and Sutherland (3)], 
does not necessarily show a downward trend in a series of 
increasing dilution. It is also affected in value during in­
cubation.
The shape of growth curves of colony numbers, within the 
same médium, may vary in sucessive dilutions.
The use of 2 or more dilutions showed up a case of ex- 
tremely inhibiting action in one dilution, which otherwise 
would have been overlooked.
Some of the factors tested are discussed.
An hypothesis is advanced in an attempt to reconcile the different 
results (as to existence of significant variation between parallel aliquots 
and dilutions) obtained by Rothamsted workers and the author with the 
same soils. Different selectiveness of culture media (washed agar vs.
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unwashed agar, stored vs. freshly prepared media) may have contributed 
to the discrepancy of results.
Before large scale experiments (within the structure established by 
James and Sutherland) are undertaken it is thought desirable to assess 
the usefulness of: certain suggested methods of observation (e. g. growth 
curves of colony numbers, simultaneous use of selective and non-selective 
media or media with or without growth factors, in successive dilutions); 
improvement of colony distribution within the plate (to be measured by 
better y1 2 * * * * * * * 10 11 12 13 14 15 * 17 18values between halves or even quarters in long incubations with 
non-selective media); etc.
Detailed research is required on the many factors encountered in the 
various operations from field sampling to the actual plate count, as it 
is believed that the plate method is susceptible of continuous improvement 
and may contain yet unsuspected possibilites.
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QUADROS DOS RESULTADOS
QUADRO I - A
a b c
62 30 146 238 47 28 82 157 36 28 99 163
56 24 179 259 59 30 119 208 51 51 83 165
56 30 133 219 44 30 90 164 40 30 107 177
64 32 214 308 49 30 120 199 61 35 89 185
67 33 176 276 56 31 84 171 42 27 100 169
54 51 153 238 46 27 98 171
67 27 150 244 41 36 87 164 49 27 96 163
57 35 141 233 57 40 92 183 34 24 102 160
252 177 169
Dentro de cada bloco, as colunas indicam: l.a, colónias regulares; 2.a, colónias pequenas ; 3.*, 
colónias ponta de alfinete ; e 4..“, total.
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QUADRO I - B
cl e2 fi f2
20 25 95 140 30 15 89 154 38 23 91 152 26 25 60 111
35 20 106 161 29 14 105 148 35 21 66 122 37 18 54 109
38 20 76 134 42 21 68 131 35 !4 107 156 28 14 65 107
33 16 128 177 36 24 92 152 30 32 59 121
37 30 121 188 32 14 115 161 36 25 98 159 36 23 78 136
31 18 68 117 41 14 92 147 35 21 99 155 36 18 76 150
32 17 62 111 28 16 62 106 34 14 61 109 28 16 103 147
32 16 101 149 27 24 81 132 33 24 74 131 27 16 50 93
143 142 142 119
36 12 68 116 40 30 98 168 40 23 61 124 38 14 70 122
41 20 128 189 49 31 106 186 35 13 96 148 32 9 74 115
45 14 80 139 58 26 84 168 51 32 117 200 43 17 93 153
41 17 110 168 60 52 113 205 58 15 60 113 59 21 72 132
48 33 108 189 48 32 140 220 51 21 140 212 43 27 93 163
39 18 65 122 54 20 98 172 50 21 118 189 45 20 78 143
44 20 108 172 48 21 73 142 37 16 100 153 46 23 118 187
46 22 112 180 65 23 110 198 37 17 116 160 45 15 76 134
159 182 162 144
20 11 48 79 22 10 48 80 21 12 50 83 30 14 67 111
22 9 55 86 20 8 32 60 28 14 34 76 30 14 50 94
22 11 55 88 20 10 32 62 28 16 39 83 37 18 70 125
23 12 57 92 18 11 40 69 28 1 1 45 84 30 20 45 95
23 8 53 84 25 14 37 76 29 11 26 66 23 12 45 80
20 12 50 82 20 50 52 102 26 12 45 81 25 14 70 109
25 12 59 96 20 10 27 57 19 6 30 55
22 17 47 86 12 14 60 86 16 6 34 56 17 12 48 77
85 79 67 94
12 11 10 33 24 10 28 62 23 10 32 65 24 12 59 95
11 9 20 40 26 17 52 75 26 17 67 110 33 14 63 110
13 9 12 34 23 8 21 52 23 12 33 68 26 16 56 98
22 10 30 62 19 11 26 56 35 18 54 107 25 20 64 109
14 8 23 45 20 15 14 47 55 30 97 162 34 11 67 112
21 8 25 54 22 7 25 54 18 9 42 69 21 8 70 99
16 6 30 52 15 2 12 29 50 10 44 84 32 7 56 95
14 4 20 38 18 9 24 51 22 13 45 80 25 15 71 111
45 53 93 104
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QUADRO III
Influência do processo de sub-amoslragem 
1. 5 g obtidos de uma só amostragem
45 68 75 131 37 72 32 78 29 55 47 123 39 79 56 134
45 69 56 152 34 66 36 85 30 58 42 95 35 78 80 150
39 46 62 154 30 65 28 73 53 52 42 98 40 92 58 152
41 46 64 130 38 59 31 58 26 64 44 110 44 86 64 126
39 55 80 124 33 64 25 52 29 46 45 120 54 100 65 154
48 64 60 128 35 58 29 67 26 60 44 100 26 70 69 150
41 57 63 132 34 62 58 66 20 47 43 98 28 68 57 124
31 42 55 125 25 50 30 56 32 57 46 102 27 86 61 112
41 56 64 130 33 62 31 67 28 55 44 106 37 83 64 158
4,53 13,8 8,42 0,68 3,59 4,8 4,01 13,55 4,23 4,98 0,52 7,57 17,9 7,96 6,89 12,8
2. 5 g obtidos por 10 amostragens de 0,5 g
51 87 43 73 38 84 36 87 32 75 36 68 38 70 25 49
18 71 44 80 52 90 45 98 37 70 31 70 30 78 39 62
42 93 38 66 49 95 35 78 33 75 36 70 31 73 34 69
41 80 45 76 48 78 46 81 36 84 37 93 44 77 45 75
38 87 37 68 45 93 35 93 39 90 43 79 32 74 35 61
21 80 45 68 47 102 41 75 33 84 32 69 37 70 32 67
56 95 36 59 51 85 34 90 32 74 43 87 45 82 36 70
36 73 34 59 49 86 46 88 40 74 40 84 41 83 28 105
35 83 40 69 47 89 40 86 35 78 37 78 37 76 34 70
23,6 6,45 3,47 5,75 2,83 4,40 5,02 5,2 2,03 4,21 5,85 8.38 6,43 2,34 7,93 26,4
Contagens aos i e aos 11 dias.
Análise de variância 
(Série 2, primeira contagem)
Cr. 1. S. q. Variância . 1’
94096
Entre sub-amostras..............................
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QUADRO IV
Variância na preparação das diluições
1 2 3 4 5 6
26 50 26 54 25 65 40 61 36 68 33 73
34 67 33 53 27 68 30 60 42 63 28 58
23 53 23 46 22 43 38 56 40 72 28 69
33 71 28 48 31 68 27 36 42 74 39 73
33 68 51 71 30 47 28 42 37 67 27 57
22 41 27 70 21 39 26 34 52 50 26 51
33 82 20 34 28 77 32 64 34 65 22 50
32 86 28 59 30 65 38 65 35 48 24 61
29 65 27 55 27 59 32 52 37 63 28 61
7 8 9 10 11 12
95 148 68 95 98 151 83 105 52 72 64 88
90 129 78 102 67 77 79 113 62 76 50 69
60 97 77 113 87 139 92 125 50 67 62 99
70 116 58 85 81 138 82 111 71 151 54 66
72 110 64 93 82 111 83 127 57 86 53 77
84 144 74 125 83 128 77 119 55 82 57 67
88 128 59 77 85 129 67 98 55 76 58 87
96 144 77 1 10 82 128 83 117 63 87 65 90
82 127 69 100 83 125 81 115 58 85 58 80
13 u 15 16 17 18
75 112 95 136 63 104 63 100 77 118 71 106
81 135 76 116 62 118 81 121 92 150 52 80
70 98 86 126 64 110 64 80 75 113 42 67
81 117 91 122 70 130 70 105 76 127 65 105
75 97 95 139 66 114 72 120 83 105 57 102
71 130 108 154 78 133 70 109 88 142 67 104
97 137 81 103 70 120 73 104 87 114 64 132
63 104 68 96 82 132 80 120 88 128 62 99
77 116 88 124 70 120 72 108 83 128 60 100
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QUADRO VI
Influência do diluenle na contagem de actinomicelas
Solução sal na Gelose
Total Act. Bact. Total Act. Bact.
49 16 55 84 52 52
112 22 90 80 41 59
52 9 45 109 61 48
155 58 97 106 55 55
87 21 66 95 47 48
40 8 52 96 48 48
121 20 101 105 55 52
86 17 69 111 44 67
56 18 58 80 54 46
76 16 60 98 45 55
65 12 51 65 54 29
57 19 58 79 26 55
88 22 66 65 17 48
80 17 65 56 21 55
72 18 55 66 25 41
Valores de y2
64,5 22,0 47,8 7,0 10,5 2.6
50,5 5,5 50,5 5.6 4,5 5.1
9.8 5.0 90 4,2 4,2 9,0
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QUADRO VII
Influência sobre as contagens do tempo de demora na diluição inicial e nas placas
D 4-0 D + i 1J + 2
1 •1 5 4• 5 6
55-4-18= 75 120+21=141 83+16= 99 84—17=101 77+37=114 92+19=111
71-f-15= 86 92+17=109 76+54=110 82+15= 97 85+32=117 98+26=12495—j—21 = 116 112+19=131 84 + 23=107 93+29=122 84+35=119 89+31 = 120
92 127 105 107 117 118
41 + 7 = 48 61+ 9=70 55+12 = 67 49+16 = 65 31 + 12 = 43 43+15 = 58
47+10 = 57 384- 7=45 47 + 15 = 62 45+ 9 = 54 44+18 = 62 18+- 2 = 20
32-1- 9 = 41 33 f-11 =44 45+22 = 67 46+ 7 = 53 41 + 16 = 57 44+12 = 56
49 53 65 57 54 45
59+11 = 50 55+ 6=61 38+ 8 = 46 34+10 = 44 34+15 = 47 27- f-11 =38
47+ 6=53 49+10=59 30+15 = 45 30+ 0 = 39 47+ 8 = 55 34- 17 = 51
25+ 2 = 27 37+ 3=40 - 53+14 = 47 54 f 8 = 42 28-h 12 = 40
43 53 46 43 48 43
I) + n : demora na diluição inicial. 
P + n: » na placa.
Valores de y 2
11,0 10,6 4,0 4,5 0,5 0,6 0,8 5,4 0,5 0,1 0,4 0,8
2,8 2,6 10,1 8,2 1,2 0,3 0,2 1.6 2,4 5,7 12,4 20,3
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QUADRO IX
Comparação dos princípios nutritivos contidos no agar e no extracfo da terra
l.a cont. 2.* cont. (*) Total Bact.
1. 7 (7) 4 (1) 11 (8) 5
8 (8) 6 (2) 14(10) 4
2 (D 2 (1) 4 (2) 2
10 3
2. 11 (6) 6 (0) 17 (6) 11
8 (6) 11 (D 19 (7) 12
7 (6) 11 (2) 18 (8) 10
18 11
5. 26 (14) 55 (6) 59 (20) 59
15 (6) 15 (1) 28 (7) 21
28 (14) 19 (.7) 47 (21) 26
45 29
4. 45 (18) 28 (1) 71 (19) 52
72 (25) 28 100(25) 77
51 (13) 55 (2) 84 (15) 69
85 66
Contagens aos 7 e aos 14 dias. 
(») Contagem parcial.
QUADRO X
Comparação das diferentes preparações de extracto da terra
Barnfield
Broadbalk
í 2 5 4 5 6 7 8 9 10
168 (25) 121 172 130 186(24) 147 222 166 99 89
162 (22) 144 160 73 174(17) 165 190 157 110 118
186 (22) 112 108 164 171 (25) 145 188 154 124 -
172 126 147 122 177 152 200 159 111 104
66 (22) 72 87 66 122(15) 82 108 99 69 53
109(26) 67 85 61 124(16) 118 107 79 66 48
112(20) 71 99 60 94(14) 87 141 96 70 55
96 70 90 62 113 96 119 91 68 52
Contagem aos 10 dias.
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QUADRO XI
Comparação de diferentes preparações de extracto de terra
1 2 5 4 5
23 33(10) 24 27 (4) 15 19 (4) 23 38 (8) 40 46 (4)
37 62 (11) 32 48 (7) 21 30(3) 24 36 (9) 50 53(10)
26 57 (3) 27 34 (5) 24 36 (5) 22 35 (6) 41 47 (5)
34 45 (6) 31 40 (5) 30 43(3) 34 51 (5) 46 55 (8)
31 40 (9) 25 31 (5) 21 28 (8) 30 42 (5) - -
30 43 28 36 22 31 27 40 44 50
20 30 (7) 33 48 (7) 29 41 (11) 22 31 (7) 51 59 (8 )
28 38 (Q) 28 37 (8) 28 41 (9) 20 32 (7) -
29 50 (91 26 42(4) 24 39(10) 23 37 (5) 44 56 (5)
50 41 (7) 27 44 (4) 20 40 (4) 17 40(8) 57 60(11)
58 55 (10) 35 47 (14) 25 39 (6) 24 40 (9) - -
29 43 30 44 25 40 21 36 51 58
QUADRO XII
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QUADRO XIII






1 2 3 * 5 6 7 8 9 10 li 12
23 80 53 49 52 50 57 60 79
23 71 56 46 46 51 67 46 -
50 48 - - - 47 47 34 -
25 66 54 48 49 49 54 47 79
33 79 79 79 157 113 150 88 127 138 137 140
42 37 61 99 151 110 151 101 140 117 130 -
31 - 47 71 135 - - - 125 122 119 -
35 59 62 83 148 112 150 95 131 126 129 140
140 190 155 206 129 200 204 215 233
172 187 166 195 128 208 208 196 -
157 181 - - - 167 200 173 -
153 183 160 200 128 192 204 195 235
173 210 189 173 201 168 217 139 217 214 227 253
148 111 206 194 192 170 209 155 223 223 207 -
167 - 170 183 187 - - - 183 212 187 -
163 161 188 183 193 169 208 137 208 216 207 253
198 251 235 195
176 159 248 215
197 - 240 204
190 195 241 204
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QUADRO XIV
Ensaios comparativos com o meio de Waksmen
Ensaio 1
Wv Wr









Contagens aos 4, 9, 14 e 21 dias.
Ensaio 2
W D
54 55 66 74 85 86 17 54 55 75 98 104
59 64 81 89 94 97 12 27 45 70 88 95
82 92 72 100
Contagens aos 3, 5, 7, 10, 14 e 19 dias.
Ensaio 5
W D
10 14 17 18 18 1 15 18 25 51
10 14 22 25 25 5 7 10 20 25
7 15 16 18 19 5 8 15 24 26
20 20 25 27
Ensaio 4
diluição n diluição y
14 16 51 54 56 7 10 15 19 21
7 12 55 40 42 1 3 6 11 14
4 10 19 26 50 5 9 17 20 22
55 56 17 19
17 25 54 45 45 8 11 21 27 28
21 55 49 54 54 6 10 13 16 16
50 50 21 22
0 0 25 52 58 1 1 7 14 16
5 5 17 27 52 1 5 7 11 13
0 10 17 28 53 3 4 8 11 15
29 34 12 15
1 6 18 55 41 0 6 14 18 27
0 17 50 45 53 0 1 6 15 17
40 47 17 22
Contagens aos 2, 4, 7, ll e 16 dias.
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